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(57) Abstract 

The invention concerns a device for 
chemical or biological analysis comprising 
a support (21) including a plurality of 
sites for fixing a chemical or biological 
reagent, wherein the analysis sites are 
formed by microwells (23) lying recessed 
in the support, the side walls and the 
base of said microwells and the support 
surface zones enclosing each microwell", 
called microwell rims, being produced in 
at least a hydrophile material (24), and 
the support planar zones arranged between 
the zones enclosing the microwells being 
produced in a hydrophobic material (27). 
The drops (29) of reagent are thus guided 
into the microwells (23) owing to the 
presence of the hydrophobic zones (27), 
thereby increasing the number of analysis 
sites on the support. 

(57) Abrege 

L* invention a pour objet un disposi- 
tif d'analyse chimique ou biologique com- 
prenant un support (21) comportant une 
plurality de sites d'analyse aptes a fixer un r^actif chimique ou biologique, dans lequel les sites d'analyse sont constitu6s par des mi- 
crocuvettes (23) s'etendant en creux dans le support, les parois Iaterales et le fond des microcuvettes et les zones de la surface du support 
entourant chaque microcuvette, d6nommees bords de microcuvettes, 6tant rdalisees en au moins un mateYiau hydrophile (24), et les zones 
planes du support disposers entre les zones entourant les microcuvettes etant realises en un mat^riau hydrophobe (27). Les gouttes (29) 
de r6actif sont ainsi guidees dans les microcuvettes (23) en raison des zones hydrophobes (27). On peut augmenter ainsi la densite* de sites 
d'analyse sur le support. 
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DISPOSITIF COMPR EN ANT UNE PLURALITE DE SITES DANALYSE SUR UN SUPPORT 



DESCRIPTION 



Domaine technique 

La presente invention a pour objet un 
dispositif d' analyse chimique ou biologique, comprenant 
un grand nombre de sites d' analyse, utilisable en 
particulier pour le screening en pharmacologie et pour 
des tests ADN en biologie. 

Dans le cadre du screening, il faut 
determiner sur un support comportant un grand nombre de 
sites recouverts du meme reactif, l'effet de 
dif ferentes molecules que 1'on depose selectivement sur 
chaque site de fagon sequentielle . 

Dans le cas des tests en biologie tels que 
les tests ADN, chaque site du dispositif est recouvert 
d'une sonde ADN differente et l'analyte dont on veut 
connaitre la sequence genomique, est mis en contact au 
moment de 1' analyse avec 1' ensemble des sites. 

En chimie analytique, la demande est 
egalement forte vers la miniaturisation des cuvettes de 
reactions chimiques (ou reacteurs chimiques) . 

Pour toutes ces applications, il est done 
important de disposer d'un support comportant le plus 
grand nombre possible de sites d' analyse, mais une 
densif ication elevee du nombre de sites pose certains 
problemes pour obtenir la precision suffisante lors du 
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depot des gouttes de reactif ou d' echant illons sur les 
sites . 



Etat de la technique anterieure 

Le document US-A-5 4 74 7 96 [1] decrit un 
dispositif comportant plusieurs sites d' analyse sur la 
surface d'un support, dans lequel les sites d' analyse 
sont formes par des zones hydrophiles separees par des 
zones hydrophobes sur un support plan. 

La figure 1 annexee represente la structure 
de ce dispositif avec son support plan 1, sur lequel 
sont definies les zones hydrophiles 3 et les zones 
hydrophobes 5. 

Ces zones hydrophiles et hydrophobes sont 
realisees sur le support 1 par photomasquage, puis 
reaction d'un silane hydrophile ou hydrophobe avec le 
support en verre. 

Dans ce cas, les zones hydrophiles 
3 constitutes par des zones planes obligeront les 
gouttes de reactifs 7 deposees a rester la ou elles 
sont en raison de la presence des zones hydrophobes 
adjacentes 5. 

Une limitation importante de ce dispositif 
est due au fait que les dispenseurs de reactifs ne 
permettent pas de reduire la taille de la goutte 7 de 
facpon infinie. 

Aussi, lorsqu' on veut augmenter 

1 ' integration et densifier le nombre de sites sur le 
support, par exemple, passer a un pas inferieur a 
300 pm, c'est la resolution du dispenseur qui limite 
actuellement le systeme car on pourrait tres bien avec 
les procedes de lithographie restreindre la surface des 
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zones hydrophiles et hydrophobes pour augmenter la 
densities de sites. 

Un autre parametre important du dispositif 
est la surface utile du site car le reactif, par 
exemple la sonde ADN, est amene sur le site dans une" 
solution qui est sechee sur le site. Aussi, si la 
surface utile du site est reduite, la quantite de 
reactif apres sechage devient tres faible. 

Enfin, la manipulation du support 
comportant en surface les gouttes deposees est 
delicate. 

La presente invention a precisement pour 
objet un dispositif d' analyse chimique ou biologique, 
qui permet d' augmenter 1' integration et la 
densif ication du nombre de sites sur un support, tout 
en utilisant les dispenseurs actuels qui en standard ne 
permettent pas d' avoir des gouttes de taille inferieure 
a 50 a 1000 picolitres avec une bonne precision 
spatiale de depot. 

Expose de 1' invention 

1/ invention a pour objet un dispositif 
d' analyse chimique ou biologique comprenant un support 
comportant une pluralite de sites d' analyse aptes a 
fixer un reactif chimique ou biologique, dans lequel 
les sites d' analyse sont constitues par des 
microcuvettes s'etendant en creux dans le support, les 
parois laterales et le fond des microcuvettes et les 
zones de la surface du support entourant chaque 
microcuvette, denommees bords de microcuvettes, etant 
realises en au moins un materiau hydrophile ou rendu 
hydrophile par un traitement, et les zones planes du 
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support disposees entre les zones entourant les 
microcuvettes etant realisees en un materiau hydrophobe 
ou rendu hydrophobe par un traitement. 

On precise que dans la description et les 
revendications qui suivent, les termes "materiacr 
hydrophile" signifient que le materiau est hydrophile 
ou qu r il a ete rendu hydrophile par un traitement. 

De meme, les termes "materiau 
hydrophobe" signifient que le materiau est hydrophobe 
ou qu'il a ete rendu hydrophobe par un traitement. 

Dans ce dispositif, les microcuvettes 
peuvent avoir en particulier la forme d'un tronc de 
cone dont la petite base correspond au fond de la 
microcuvette . 

Dans ce dispositif, le fait de disposer de 
microcuvettes realisees en materiau hydrophile avec des 
zones entourant les microcuvettes, ou bords, egalement 
en materiau hydrophile, separees en surface par un 
materiau hydrophobe, permet d' assurer une zone 
d'ancrage des gouttes dans l'epaisseur du support, en 
limitant ainsi le diametre des sites d' analyse sans 
restreindre le volume des gouttes. On peut atteindre 
ainsi une densif ication de sites actifs plus elevee que 
dans le cas du support plan de l'art anterieur. 

Ainsi, la structure de 1' invention procure 
deux avantages interessants : 

- 1) elle permet 1' utilisation de dispenseurs de 

gouttellettes de resolution limitee, et 

- 2) elle permet 1 ' utilisation de gouttellettes de 

diametre plus grand que celui des 
microcuvettes permettant une concentration 
plus importante du solute, apres evaporation 
du solvant. 



WO 00/16082 



PCT/FR99/02191 



Selon un premier mode de realisation du 
dispositif de 1' invention, les parois laterales, les 
fonds et les bords des microcuvettes sont realises en 
le meme materiau hydrophile. Ceci permet en particulier 
d' assurer le recentrage et l'ancrage des gouttes d"e 
reactifs dans le microcuvettes ainsi que sur le bord 
des microcuvettes lorsque la goutte deborde de la 
microcuvette . 

Selon un second mode de realisation du 
dispositif de 1' invention, les fonds des microcuvettes 
sont realises en un premier materiau hydrophile et au 
moins une partie des parois laterales des microcuvettes 
ainsi que les bords des microcuvettes sont realises en 
un second materiau hydrophile, seul le premier materiau 
hydrophile etant apte a fixer le reactif chimique ou 
biologique . 

Cette structure particuliere permet 
d'attirer la goutte dans la microcuvette au moyen du 
second materiau hydrophile et d' assurer la fixation du 
reactif dans le fond de la microcuvette par 
1' intermediaire du premier materiau hydrophile. .Cette 
disposition est part iculierement interessante lorsque 
le reactif est dilue dans une solution aqueuse. La 
realisation de microcuvettes permet aussi egalement 
d 1 observer a 1 * etape d ! analyse une fluorescence dans un 
plan different du plan du substrat qui souvent genere 
un signal parasite (fluorescence) intrinseque a la 
nature du substrat. 

Ainsi, la goutte de solution aqueuse 
mouillera le second materiau hydrophile mais le reactif 
present en faible quantite sera fixe sur le fond de la 
microcuvette . 
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Selon 1' invention, le support du dispositif 
peut etre un support passif en verre, en silicium ou en 
polymere organique, n'ayant pas de fonction 
particuliere. On peut aussi utiliser dans 1' invention 
un support comprenant un substrat actif a systeme 
electronique integre ayant diverses fonctions 
electroniques, par exemple d'adressage des sites, de 
chauffage localise ou de CCD pour la detection integree 
de fluorescence. 

Un substrat actif de ce type est decrit par 
exemple dans le document Eggers et al, A versatile 
biochip for gene-based diagnotics, 1996, IEEE, p. 87-92 
[2]. Dans le cas de tels supports, le substrat actif 
est generalement recouvert d'une couche de polymere 
dans laquelle sont formees les microcuvettes . 

Dans le dispositif de 1' invention le(s) 
materiau (x) hydrophile (s) peuvent etre des materiaux 
comportant des groupes hydrophiles choisis parmi les 
groupements epoxy, -OH, -SH,-NH-, -NH 2 et -COOH. 

Le materiau hydrophobe peut etre constitue 
par le support lui-meme dans le cas d'un support en 
polymere organique hydrophobe ou etre forme sur le 
support. Generalement, le materiau hydrophobe comporte 
des groupes hydrocarbones ou fluorocarbones. 

Le materiau de base utilise, verre ou 
silicium, peut etre rendu selectivement hydrophile ou 
hydrophobe par un traitement de surface approprie. 

L' invention a encore pour objet un procede 
de fabrication d'un dispositif d' analyse chimique ou 
biologique tel que decrit ci-dessus. 

Selon un premier mode de realisation, ce 
procede comprend les etapes suivantes : 
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a) realiser en creux sur la surface du support des 
microcuvettes (ou micropuits ou microcavites) , 

b) definir les zones de la surface du support 
devant comporter un materiau hydrophobe, et 

5 c) former ensuite un materiau hydrophile sur les" 

zones de la surface du support et des microcuvettes ne 
comportant pas de materiau hydrophobe. 

Selon une variante de mise en oeuvre de ce 
premier mode de realisation, le procede comprend les 

0 etapes suivantes : 

a) realiser en creux sur la surface du support des 
microcuvettes, et 

b) former un materiau hydrophile sur les zones de 
la surface du support devant comporter un materiau 

5 hydrophile. 

Les precedes decrits ci-dessus sont adaptes 
a la realisation de microcuvettes dont les parois 
laterales, les fonds et les bords sont realises en le 
meme materiau hydrophile. 

0 Selon un second mode de realisation du 

procede de 1' invention adapte a la formation des 
microcuvettes comportant deux materiaux hydrophiles 
differents, le procede comprend avantageusement les 
etapes suivantes : 

5 a) realiser en creux sur la surface du support des 

microcuvettes, 

b) definir les zones de la surface du support 
devant comporter un materiau hydrophobe, 

c) definir ensuite sur la surface du support ne 
0 comportant pas de materiau hydrophobe et sur la surface 

des microcuvettes, des premieres zones correspondant 
aux emplacements du premier materiau hydrophile et des 
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secondes zones correspondant aux emplacements du second 
materiau hydrophile, et 

e) former le premier materiau hydrophile sur les 
premieres zones et le second materiau hydrophile sur 
les secondes zones. — 

Lorsque le support est en un materiau non 
hydrophobe, le precede comprend de plus une etape 
complementaire de formation d' un materiau hydrophobe 
sur les zones de la surface du support devant comporter 
un materiau hydrophobe. 

Pour mettre en oeuvre le procede de 
1' invention, on commence tout d'abord par creuser des 
microcuvettes dans l'epaisseur du support. Des 
techniques classiques de lithographie suivies de 
gravure seche ou de gravure chimique peuvent etre 
utilisees pour cette operation. 

Lorsque le support est en silicium, on peut 
realiser les microcuvettes par gravure chimique 
preferentielle des plans cristallins, ce qui permet 
d'obtenir une microcuvette avec un flanc a 54 ° et un 
fond plat. Le pas des microcuvettes peut aller de 
10 a 500 pm et la profondeur des microcuvettes peut 
etre de 5 a 500 urn. On utilise generalement un procede 
lithographique pour definir les microcuvettes aux 
endroits voulus. 

Dans le cas d'un support en verre, on peut 
realiser les microcuvettes par gravure seche isotrope, 
sans angles, en utilisant egalement un procede 
lithographique pour definir 1' emplacement des 
microcuvettes . 

Dans le cas ou le support comprend un 
substrat actif a fonction electronique, le support est 
de preference muni sur sa surface superieure d'une 
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couche de polymere ou d' oxyde mineral dans laquelle on 
realise les microcuvettes par gravure, en utilisant 
egalement un procede lithographique pour definir 
1' emplacement des microcuvettes. 

Dans tous les cas, on peut obtenir des" 
microcuvettes de 5 a 500 pm de profondeur, avec un pas 
de microcuvettes de 10 a 500 pm, et une ouverture 
superieur de microcuvette de 3 a 450 pm. 

Les etapes suivantes du procede consistent 
a former sur la surface du support les zones de 
materiau hydrophobe et les zones de materiau(x) 
hydrophile (s ) . 

Ces zones peuvent etre formees en modifiant 
la surface du support par greffage de groupes 
hydrophobes ou hydrophiles. 

Toutefois, dans le cas ou le support est en 
polymere organique hydrophobe ou recouvert de polymere 
organique hydrophobe, il n'est pas necessaire de 
modifier la surface du support pour creer les zones 
hydrophobes . 

Lorsque le support est en silicium ou en 
verre, on peut realiser cette modification en faisant 
reagir le silicium ou le verre avec un agent de 
silanisation hydrophobe ou hydrophile. 

Dans le cas ou le support est en silicium, 
on le soumet prealablement a une oxydation puis a un 
traitement classique de nettoyage (ex : HC1) pour 
disposer de groupements OH en surface permettant la 
reaction avec 1' agent de silanisation. 

L' agent de silanisation hydrophobe peut 
etre un silane de formule : 
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.0 



Rl 
R2 
R3 



Si-R4 



dans laquelle R 1 , R 2 et R 3 qui peuvent etre identique7 
ou differents, sont choisis parmi les groupes alkoxy en 
Ci a C 3 et les atomes d' halogenes (de preference le 
chlore) , et R4 est un groupe hydrocarbone ou 
f luorocarbone, lineaire ou ramifie. 

De preference, le groupe hydrocarbone ou 
f luorocarbone coraprend de 4 a 18 atomes de carbone. 

A titre d' exemples d' agent de silanisation 
hydrophobe, on peut citer les composes suivants : 

- un produit commercial denomme "Repelsilane", 

- 1' octadecyl trichlorosilane, 

- 1' octadecyl triethoxysilane, 

- le tridecaf luoro-1, 1, 2, 2-tetrahydrooctyldimethyl 
chlorosilane, 

le 3- (1, 1-dihydroperf luoroctyloxy) 

propyl triethoxysilane, 

- l'hexamethyl disilazane (HMDS). 

L' agent de silanisation hydrophile, peut 
etre constitue par un silane de formule : 



Rl 

R2 ~> Si-R5 
R3 ^ 

5 dans laquelle R 1 , R 2 et R 3 qui peuvent etre identiques 
ou differents, sont choisis parmi les groupes alcoxy en 
Ci a C 3 et les atomes d'halogene, de preference le 
chlore, et R 5 est un groupe hydrocarbone, lineaire ou 
ramifie, comportant au moins un groupe hydrophile 
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choisi parmi les groupes epoxy, -OH, -SH, -NH 2/ -NH- et 
-COOH. 

Le groupe hydrocarbone comprend 

avantageusement 3 a 18 atomes de carbone. 
5 A titre d'exemples d' agent de silanisatiorT 

hydrophile, on peut citer les composes suivants : 

- 1 ' aminopropyl trimethoxysilane "y APS", 

la trimethoxysilylpropyl-diethylenetriamine 

"DETA", 

10 - le N- (2-aminoethyl) -3-aminopropyltrimethoxy- 

silane "EDA" , 

- le N,N-bis (hydroxyethyl ) aminopropyltriethoxy- 
silane, 

- le produit commercial "Bind Silane", 

15 - 1 1 aminoethylaminomethyl phenetyl trimethoxysilane 

"PEDEA" ou encore le mercaptopropyltrirnethoxysilane 

_^ Si (CH 2 )3SH 

On peut aussi former le materiau hydrophobe 
et/ou le materiau hydrophile sur le support en 

20 utilisant pour 1 ' introduction des groupes hydrophiles 
ou hydrophobes, des thiols ou des disulfures. Dans ce 
cas, on depose tout d'abord sur les zones a modifier 
une couche metallique en or, en argent, en cuivre ou en 
run de leurs alliages, puis on fait reagir cette 

25 couche avec un thiol ou un disulfure comportant un ou 
plusieurs groupes hydrophiles ou hydrophobes. Comme 
precedemment , les groupes hydrophobes peuvent etre des 
groupes hydrocarbones ou f luorocarbones , lineaires ou 
ramifies. Les groupes hydrophiles peuvent etre choisis 

30 parmi les groupes epoxy, -OH, -NH-, -NH 2 , -COOH et -SH. 
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Pour fonctionnaliser Au, Ag, Cu, a titre de 
thiols et de disulfures utilisables, on peut citer les 
composes suivants : 

- l'octadecane thiol, R-SH (R=C 8 a C 18 ) , hydrophobe 

- I'hexadecane thiol, — 

- le 3-mercaptopropionic acide-»hydrophile (pour 
rendre 1 1 or hydrophile) . 

Selon le procede de 1' invention, les zones 
de materiau (x) hydrophile ( s ) ou rendu (s) 

hydrophile (s) et les zones de materiau hydrophobe ou 
rendu hydrophobe peuvent etre definies sur le support 
par les techniques classiques de la micro-electronique, 
en utilisant par exemple des procedes lithographiques 
employant des photoresists negatifs ou positifs, avec 
un niveau de masquage et des developpements de resine. 
Les zones developpees sont traitees puis on enleve la 
resine et on traite les zones mises a nu par un autre 
agent de silanisation . 

Ainsi, selon 1' invention, on peut former 
les zones hydrophiles et hydrophobes sur le support par 
des procedes de gravure, en traitant par exemple toute 
la surface du support pour le rendre hydrophile ou 
hydrophobe, et en eliminant ensuite le materiau 
hydrophile ou hydrophobe sur certaines zones du 
support, par exemple au moyen d' un laser. Les zones 
mises a nu peuvent ensuite etre traitees pour former 
les zones hydrophobes ou hydrophiles voulues. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1' invention apparaitront mieux a la lecture de la 
description qui suit, donnee bien entendu a titre 
illustratif et non limitatif, en reference aux dessins 
annexes . 
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Breve description des dessins 

La figure 1 deja decrite illustre 
5 schematiquement un dispositif conforme a l'art 
anterieur . 

La figure 2 illustre le premier mode de 
realisation du dispositif de 1' invention. 

La figure 3 illustre le deuxieme mode de 
10 realisation du dispositif de 1' invention. 

Les figures 4A et 4B illustrent la mise en 
place de goutte de reactif dans un dispositif conforme 
a 1 ' invention . 

Les figures 5 a 7 illustrent l'interet du 
15 second mode de realisation du dispositif de 1' invention 
pour accrocher le reactif biologique au fond de la 
microcuvette . 

Les figures 8A a 8E illustrent les 
differentes etapes du procede de fabrication du 
20 dispositif de 1' invention, lorsqu'on utilise une 
silanisation pour la realisation des zones hydrophobes 
et hydrophiles. 

Les figures 9A a 9D illustrent les 
differentes etapes du procede de fabrication d'un 
25 dispositif conforme a 1' invention utilisant des thiols 
pour former les zones hydrophiles et hydrophobes. 

Les figures 10A a 10C illustrent les etapes 
du procede de fabrication d'un dispositif de 
1' invention utilisant un substrat actif a fonction 
30 electronique, recouvert d' une couche de polymere 
hydrophobe . 

Les figures 11A a 11G illustrent les 
differentes etapes du procede de fabrication d'un 
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dispositif conforme au second mode de realisation de 
1 ' invention . 

Expose detaille des modes de realisation 

Sur la figure 2, on a illustre le premier 
mode de realisation du dispositif de 1' invention, dans 
lequel on utilise un seul materiau hydrophile. 

Sur cette figure, on voit le support 21 
dans lequel sont creusees les microcuvettes 23 qui ont 
une forme tronconique ddnt la petite base correspond au 
fond 24 de la microcuvette . Dans le premier mode de 
realisation de 1' invention, les fonds 24, les parois 
laterales 25 et les zones de la surface du support 
entourant chaque microcuvette, denommees ci-apres bords 
des microcuvettes 26, sont constitues de materiau 
hydrophile, alors que la surface du support situee 
entre les bords des microcuvettes est constitute de 
materiau hydrophobe. 27. 

La figure 3 represente de facon schematique 
le second mode de realisation du dispositif de 
1' invention, dans lequel on utilise deux materiaux 
hydrophiles differents. 

Sur cette figure, on a repris les memes 
references pour designer le support 21, les 
microcuvettes 23 et les zones de materiau hydrophobe 
27. Dans ce cas, les fonds des microcuvettes 24 et une 
partie de leurs parois laterales 25a sont realises en 
un premier materiau hydrophile alors que le reste de 
leur parois laterales 25b et les bords 26 sont realises 
en un second materiau hydrophile. Ceci permet, comme on 
le verra ci-apres de realiser l'accrochage du reactif 
chimique ou biologique au fond des microcuvettes. 
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Dans ces deux modes de realisation du 
dispositif de 1' invention, la structurat ion 

tridimensionnelle du support permet d'obtenir de 
nombreux avantages . 

En effet, cette structurat ion permet de 
limiter la surface des sites reactifs correspondant a 
l'ouverture des microcuvettes, puisque celles-ci sont 
creusees dans l'epaisseur du support et peuvent 
contenir davantage de reactif ou d' echant illon pour une 
surface utile plus petite. 

Ainsi, on pent diminuer le pas et la taille 
des microcuvettes- a des dimensions microniques sans 
etre limite, d' une part, par la precision de 
positionnement du robot dispenseur de reactifs ou 
d' echantillons et, d' autre part, par le volume des 
gouttes. Par ailleurs, la realisation sur le pourtour 
des microcuvettes et dans les microcuvettes de zones 
hydrophiles par rapport au reste du support hydrophobe 
permet l'ancrage et le guidage de la goutte dans la 
microcuvette comme on peut le voir sur les figures 
4A et 4B. 

En se reportant a la figure 4A, on voit le 
dispositif conforme a ce premier mode realisation de 
r invention, qui comporte un support 21 muni de 
microcuvettes 23 avec les zones hydrophiles 24 et les 
zones hydrophobes 27. 

Sur la figure 4A, on a represents le 
dispositif dans le stade d f alimentation en gouttes 
29 de reactif ou d' echantillon qui peuvent etre deposes 
par un microdispenseur (robot de micropipettage) ou par 
des tetes d' impression a jet d'encre. 

Comme on le voit sur la figure 4A, les 
gouttes ne sont pas forcement positionnees au droit de 
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l'ouverture des microcuvettes . Mais la presence des 
zones hydrophiles 24 et hydrophobes 27 permet l'ancrage 
et le guidage de la goutte dans la microcuvette . En 
effet, en raison des tensions superf icielles creees par 
l'hydrophilicite de la surface, la goutte deposee va 
pouvoir glisser pour se positionner et remplir 
parfaitement les microcuvettes comme represents sur la 
figure 4B. Ainsi, pour une taille de goutte donnee, on 
peut reduire le pas des sites reactifs sur le support 
sans risque de pontage entre les gouttes, done de 
mixage des reactifs. 'Par ailleurs, meme avec une 
precision de placement de gouttes imparfaite, on 
obtient une repartition spatiale parfaite donnee par la 
position des microcuvettes qui peut etre extremement 
precise par 1 ' utilisation du micro-usinage, comme on le 
verra ci-apres. 

Avec ce dispositif, on note egalement que 
le rapport volume/surface au contact du reactif est 
augmente pour une occupation au sol identique. Cela 
veut dire que si le reactif contient des substances 
devant se fixer apres sechage sur la zone hydrophile, 
il y en aura beaucoup plus. 

Par ailleurs, ce type de structure peut 
etre ajoute au-dessus d'un substrat actif, par exemple 
25 une puce a ADN avec moyens de chauffage ou de lecture 
integres . 

Enfin, cette structure du dispositif de 
1' invention est compatible avec les procedes de 
synthese d' ADN in situ localisee. En effet, une fois 
que la premiere base de la sonde est fixee dans les 
microcuvettes, la sonde peut etre construite base apres 
base dans ces microcuvettes. 



20 



30 
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Sur les figures 5 a 7, on a illustre 
1'interet d'utiliser un dispositif conforme au second 
mode de realisation du dispositif de 1' invention, pour 
la realisation de puces a ADN . 

5 Sur la figure 5, on voit 1'une des 

microcuvettes du dispositif, qui comporte un support 
51 muni de microcuvettes 53, avec presence d' un premier 
materiau hydrophile 55 et d'un second materiau 
hydrophile 57 dans les microcuvettes et sur leurs 

0 bords, et d'un materiau hydrophobe 59 entre les 
microcuvettes. 

Sur cette figure, on a illustre les groupes 
hydrophiles 56 du premier materiau hydrophile, les 
groupes hydrophiles 58 du second materiau hydrophile et 

5 les groupes hydrophobes 60 du materiau hydrophobe. On 
remarque ainsi que les groupes hydrophiles 56 sont 
differents des groupes hydrophiles 58, les groupes 
hydrophiles 56 etant choisis pour fixer le reactif, par 
exemple les sondes nucleiques 63 presentes dans la 

0 goutte de reactif 65. La figure 5 correspond ainsi au 
stade d' alimentation en gouttes du dispositif. 

Sur la figure 6, on a illustre la phase de 
recentrage de la goutte 65 sur les zones hydrophiles en 
raison de la repulsion des zones hydrophobes 59. 

5 La figure 7 illustre l'etape de fixation 

des sondes nucleiques 63 sur le premier materiau 
hydrophile 55 par reaction des groupes hydrophiles 64 
de la sonde avec les groupes hydrophiles 56 du premier 
materiau hydrophile 55. 

0 A titre d' exemple, la sonde nucleotidique 

peut etre f onctionnalise avec un groupe OH et le 
premier materiau hydrophile 55 peut comporter des 
groupes hydrophiles OH tandis que le second materiau 
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hydrophile comporte des groupes hydrophiles COOH ou 
NH 2 . De cette facon, il n'y aura couplage avec la sonde 
que sur le premier materiau hydrophile 55. 

Une technique de fixation de sondes 
oligonucleotidiques sur des surfaces de verre 
prealablement modifiees par silanisation est decrite 
par Beattie et al dans Clin. Chem. , vol. 39, n°4, 1993, 
pages 714-722 [3] . 

Ce mode de realisation du dispositif de 
1' invention est part iculierement interessant car 
lorsqu'on reduit le pas des microcuvettes, les sites 
recouverts par les differents reactifs deviennent tres 
proches les uns des autres, ce qui pose un probleme 
lors de la detection si on lit par fluorescence les 
resultats. En permettant l'emploi de gouttes 
relativement volumineuses tout en conservant un espace 
suffisant entre sites a reactif, on simplifie la chaine 
d' acquisition . 

De plus, avec cette amelioration, on 
n'obtient du reactif que sur le fond des microcuvettes, 
ce qui permettra de situer l'endroit de la reaction 
chimique eventuelle sur un plan different. Ceci est 
utilisable par un systeme de lecture pour s'affranchir 
par exemple de la fluorescence parasite de la surface 
du support (focalisation dif f erentielle) . 

Les microcuvettes decrites ci-dessus sont 
aptes a recevoir des gouttes dispensees mecaniquement . 
On a vu que deux avantages particuliers a 1' invention 
doivent etre pris en compte : 

pallier a la precision intrinseque du 
dispenseur : la goutte meme mal centree « bascule» dans 
la microcuvette grace a la zone hydrophile (26 ou 57) 
qui deborde sur la partie plane du substrat autour de 
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chaque cuvette. 

- permettre a une quantite importante de reactifs 
contenue dans la goutte de se fixer dans la cuvette. On 
pourra deposer une goutte bien plus volumineuse que la 
5 cuvette, elle sera centree sur la cuvette grace aux 
zones hydrophiles debordant de la cuvette. Ceci est 
tres important car les reactifs contenus dans la goutte 
ne peuvent pas etre trop concentres sous peine d 1 avoir 
des problemes a la dispense. 
10 Au niveau topologie et a titre 

d 1 illustration deux types de cuvettes ont ete 
realisees, qui presentent les dimensions suivantes 
reperees sur la figure 2 : 
1°) : 

15 - Diametre de cuvette en fond de trou D : 100 pm. 

Profondeur de cuvette P : 30 pm 

Zone debordante sur la partie plane de chaque 
cote L : 15 urn. 
Pas : 180 pm. 

20 2) : 

Diametre de cuvette en fond de trou D :70 pm. 
Profondeur de cuvette P : 20 pm. 
Zone debordante sur la partie plane de chaque 
cote L : 10 pm. 
2 5 - Pas : 14 0 pm. 

Sur les figures 8A a 8E, on a illustre les 
differentes etapes de realisation d'un dispositif 
conforme a 1' invention, utilisant un seul materiau 
hydrophile et dans lequel on forme les zones 
30 hydrophiles et hydrophobes par silanisation, le support 
etant en silicium. 
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Sur la figure 8A, on voit le support 21 en 
silicium de depart. 

Sur la figure 8B, on a represents l'etape 
de formation des microcuvettes 23 dans le support 21. 
Ceci peut etre effectue par lithographie et gravuri" 
chimique selon des plans cristallins. On obtient ainsi 
des microcuvettes tronconiques avec un flanc a 54° et 
un fond plat. Le pas des microcuvettes peut aller de 10 
a 500 pm et leur profondeur peut etre de 5 a 
500 urn, ceci pour pouvoir s' adapter aux tailles de 
gouttes dispensees par les automates de depot de 
reactif s . 

Apres lithogravure des microcuvettes, on 
soumet 1' ensemble a un traitement d'oxydation thermique 
a une temperature superieure a 800 °C, par exemple a 
850°C, pour disposer de groupements OH a la surface du 
silicium. 

Sur la figure 8C, on a represente l'etape 
de definition des zones de materiau hydrophobe au moyen 
d'un masque. Ce masque peut etre constitue par une 
resine photosensible R que l'on depose sur le support, 
et que l'on soumet ensuite a une insolation selon le 
motif a obtenir suivie d'un developpement pour mettre a 
nu les zones qui devront etre hydrophobes. La resine R 
peut etre n'importe quel photoresist utilisable en 
microelectronique. On peut utiliser en particulier la 
resine Shippley positive (S1813 ou STR1075) , ou 
negative SAL 601 et le developpeur Microposit MF 319. 

Sur la figure 8D, on a represente l'etape 
de creation des zones de materiau hydrophobe 27 par 
silanisation hydrophobe du support en silicium mis a nu 
au moyen de 1' agent de silanisation par exemple le 
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tridecaf luorotetrahydro-octyltriethoxy-silane (appele 
aussi F13) . 

Apres creation des zones de materiau 
hydrophobe 27, on elimine la resine R par dissolution 

5 par exemple dans 1' acetone pour mettre a nu les zone's* 
devant comporter le materiau hydrophile. 

Sur la figure 8E, on a represents la 
realisation des zones de materiau hydrophile 24 par 
silanisation hydrophile au moyen de EDA, yAPS ou DETA. 

0 Les figures 9A a 9D illustrent une 

variante de realisation du dispositif de 1' invention 
avec un support en silicium recouvert d'une 
metallisation en or, dans laquelle on utilise des 
thiols pour la creation du materiau hydrophile et du 

5 materiau hydrophobe. Dans ce cas, comme precedemment on 
realise en creux dans le support en silicium 21 des 
microcuvettes tronconiques 23 par lithogravure chimique 
selon des plans cristallins, puis on depose sur 
1' ensemble du support de l'or pour former une couche 

0 ayant une epaisseur de 50 a 5000 <?. 

La figure 9A represente le support 21 muni 
des microcuvettes 23 et revetu d'une couche d' or M. 

Apres creation des microcuvettes, on 
definit les zones de materiau hydrophobe par 

5 lithographie au moyen d'une resine photosensible R 
comme decrit precedemment. 

On obtient ainsi la structure representee 
sur la figure 9B ou la couche d'or M est mise a nu sur 
les zones qui devront etre hydrophobes. 

0 On forme ensuite le materiau hydrophobe par 

reaction du depot d'or mis a nu avec un thiol 
hydrophobe tel que 1'octadecane thiol CH 3 - (CH 2 ) 17-SH . 
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On obtient ainsi la structure representee 
sur la figure 9C avec les zones de materiau hydrophobe 
27. Apres cette operation, on elimine comme 
precedemment la couche de resine R par dissolution dans 
1' acetone et on traite par un thiol hydrophile les 
zones degagees. On peut utiliser comme thiol hydrophile 
H0(CH 2 ) n SH / HOOC(CH 2 ) n SH (n = 3 a 18). 

On obtient ainsi la structure representee 
sur la figure 9D, comportant les zones de materiau 
hydrophile 24 separees par les zones de materiau 
hydrophobe 27. 

Bien que dans les deux exemples decrits ci- 
dessus, on ait realise les materiaux hydrophobes et 
hydrophiles par un traitement de silanisation ou de 
modification au moyen d'un thiol, il va de soi que l'on 
pourrait combiner ces deux possibilites de modification 
de la surface du support en effectuant certaines zones 
par silanisation et d'autres zones par reaction du 
support avec un thiol ou par d'autres techniques 
d' hydrophilisation ou d' hydrophobisation . 

Dans le cas ou le support est un verre, on 
peut former les microcuvettes par une gravure 
isotropique sans angle et former ensuite les zones de 
materiau hydrophile et les zone de materiau hydrophobe 
par les procedes decrits ci-dessus. Dans le cas ou on 
forme ces zones par silanisation, il n'est pas 
necessaire de soumettre le support a une oxydation, 
apres gravure des microcuvettes car le verre comporte 
les fonctions OH necessaires pour les etapes suivantes. 
On peut aussi, dans le cas d'un substrat en verre, 
realiser les zones de materiau hydrophile et de 
materiau hydrophobe apres depot d' or par reaction avec 
un thiol et combiner ces procedes. 
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L' interet du substrat en verre est de 
permettre la realisation des microcuvettes par une 
gravure isotropique, ce qui conduit a des microcuvettes 
sans angles facilitant ainsi les diverses operations de 
ringage. 

Comme on 1'a vu precedemment, 1' invention 
peut etre egalement mise en oeuvre sur un support 
comportant un substrat actif avec electronique 
integree. Un tel substrat peut permettre un chauffage 
localise des sites ou une lecture par CCD d'un 
appariement reactif -electrolyte a analyser sur ces 
sites, ou un adressage de chaque site pour y appliquer 
une tension par exemple. Le substrat actif peut etre 
realise en silicium ou en verre en utilisant les 
techniques des ecrans plats. 

Dans ce cas, la structure de 1' invention 
est construite au-dessus du substrat actif termine en 
recouvrant celui-ci d'une couche d'oxyde mineral ou 
encore d'une couche de polymere, la couche deposee 
etant suff isamment epaisse pour y former des 
microcuvettes de profondeur voulue. 

Apres realisation des microcuvettes dans 
cette couche de polymere ou d'oxyde mineral, on peut 
definir les zones hydrophiles et hydrophobes comme 
precedemment par reaction d'une couche d' or avec un 
thiol. Dans le cas d'une couche de polymere, les zones 
hydrophobes peuvent aussi etre constitutes par la 
couche de polymere. 

Sur les figures 10A a 10C, on a illustre 
les etapes de realisation de ce dispositif. 

Sur la figure 10A, on a represents le 
substrat actif 21a muni de plots de surface 21b aux 
emplacements qui correspondent aux sites d' analyse. 
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Sur ce substrat 21a, on depose tout d'abord 
une couche epaisse de polymeres 21c, par exemple de 
polyimide ayant une epaisseur de 5 a 100 pm, puis on 
creuse dans cette couche des microcuvettes 23 par 
exemple par lithogravure, moulage, ... "~ 
On depose ensuite sur les zones du support 
qui devront etre en materiau hydrophile une couche d'or 
M de fagon a definir les zones hydrophiles. 

Sur la figure 10B, on a represents la 
structure obtenue qui comprend le substrat actif 21a, 
les plots de surface 21b, la couche de polymeres 21c, 
les microcuvettes 23 et la couche d'or M. 

Sur la figure 10C, on a represents l'Stape 
de formation des zones hydrophiles par traitement de 
1' ensemble par un thiol hydrophile qui va se fixer sur 
l'or M pour former les zones de materiau hydrophile 24. 

Dans ce cas, il n'est pas necessaire de 
rSaliser des zones de materiau hydrophobe, celles-ci 
Stant constitutes par la couche de polymere 21c restant 
:0 entre les microcuvettes 23. 

Sur les figures 11A a 11G, on a illustre 
les differentes Stapes du procSdS de fabrication d' un 
dispositif conforme au second mode de realisation de 
1' invention, comportant deux types de materiaux 
5 hydrophiles. 

Dans ce cas, comme represents sur la figure 
11A, on part d'un support 51 par exemple en silicium, 
dans lequel on realise des microcuvettes 53 de forme 
tronconique par lithogravure, comme dans le premier 
0 exemple de realisation. On depose ensuite sur 
1' ensemble une couche d'or M. 

Sur la figure 11B, on a represents la 
structure du support apres depot d'une rSsine R sur les 
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endroits qui correspondent aux zones devant comporter 
le second materiau hydrophile. 

Sur la figure 11C, on a represents la 
structure obtenue apres gravure de l'or pour retirer la 
couche d'or sur les zones correspondant au materiau 
hydrophobe et sur les zones correspondant au premier 
materiau hydrophile, et apres elimination de la resine 
R sur les zones correspondant au second materiau 
hydrophile . 

Sur la figure 11D, on a represents la 
structure obtenue apres protection des fonds des 
microcuvettes par une de resine R identique ou 
differente de la premiere resine R. Cette protection 
peut etre obtenue par les techniques lithographique en 
dSposant une resine photosensible insolSe aux endroits 
voulus et elimine ensuite sur les zones voulues. 

Sur la figure HE, on a represents la 
creation des zones de materiau hydrophobe 59 qui sont 
formSes par silanisation hydrophobe du support au moyen 
de Repel Silane. 

Sur la figure 11F, on a represents la 
crSation des zones 57 du second matSriau hydrophile par 
rSaction de l'or avec un thiol hydrophile comportant 
des groupe COOH ou NH 2 , par exemple HOOC- (CH 2 ) 2 -SH . 

Sur la figure 11G, on a represents la 
structure finale obtenue apres avoir Slimine la resine 
R du fond des microcuvettes et avoir soumis le support 
a un traitement de silanisation au moyen de 
OH (CH 2 )i6-SH. 

Ainsi, avec le traitement de silanisation, 
on obtient un premier matSriau hydrophile 55 comportant 
des groupes hydrophiles OH alors que les zones 57 du 
second matSriau hydrophile comportent des groupes 
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hydrophiles COOH . Ainsi, en utilisant un reactif a 
groupes OH tel qu'un oligonucleotide, un linker ou un 
precurseur de synthese nucleotidique, f onctionnalise 
avec un groupe OH, on pourra fixer pref erentiellement 
ce reactif dans le fond des microcuvettes . ~~ 
Bien entendu, dans l'exemple de realisation 
decrit ci-dessus, l'ordre des etapes pourrait etre 
different. De meme, on pourrait utiliser d'autres 
techniques pour creer respect ivement les zones 57 et 
55 du premier et du second materiau hydrophile, et 
supprimer l'etape de creation des zones 59 de materiau 
hydrophobe dans le cas d'un support hydrophobe. 
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RE VEND I CATIONS 

1. Dispositif d' analyse chimique ou 
biologique comprenant un support comportant une 

5 pluralite de sites d' analyse aptes a fixer un reactif 
chimique ou biologique, dans lequel les sites d' analyse 
sont constitutes par des microcuvettes (23, 53) s'etendant 
en creux dans le support (21,51), les parois laterales 
et le fond des microcuvettes et les zones de la surface 

10 du support entourant chaque microcuvette, denommees 
bords de microcuvettes, etant realises en au moins un 
materiau hydrophile (24, 26, 55, 57), et les zones 
planes du support disposees entre les zones entourant 
les microcuvettes etant realisees en un materiau 

15 hydrophobe (27, 59) . 

2. Dispositif selon la revendication 1, 
dans lequel les microcuvettes ont la forme d'un tronc 
de cone dont la petite base correspond au fond de la 
microcuvette . 

20 3. Dispositif selon la revendication 1 ou 

2, dans lequel les parois laterales, les fonds et les 
bords des microcuvettes sont realises en le meme 
materiau hydrophile . 

4. Dispositif selon la revendication 1 ou 
25 2, dans lequel les fonds des microcuvettes sont 

realises en un premier materiau hydrophile (24,55), et 
au moins une partie des parois laterales des 
microcuvettes ainsi que les bords des microcuvettes 
sont realises en un second materiau hydrophile (26, 
30 57), seul le premier materiau hydrophile etant apte a 
fixer le reactif chimique ou biologique. 

5. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications la 4, dans lequel le(s) materiau (x) 
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hydrophile (s) comportent des groupes hydrophiles 
choisis parmi les groupements epoxy, -OH, -SH, -NH-, 
-NH 2 et -COOH. 

6. Dispositif selon 1'une quelconque des 
revendications 1 a 4, dans lequel le materiau" 
hydrophobe comprend des groupes hydrophobes choisis 
parmi les groupes hydrocarbones et fluorocarbones. 

7. Dispositif selon les revendications 4 
et 5, dans lequel le premier materiau hydrophile 
comporte des groupes hydrophiles differents de ceux du 
second materiau hydrophrle. 

8. Dispositif selon 1'une quelconque des 
revendications 1 a 7, dans lequel le support comprend 
un substrat actif a systeme electronique integre a 
f onction electronique . 

9. Dispositif selon 1'une quelconque des 
revendications 1 a 8, dans lequel le reactif biologique 
est un oligonucleotide. 

10. Procede de fabrication d'un dispositif 
d' analyse chimique ou biologique selon la revendication 
3, comprenant les etapes suivantes : 

a) realiser en creux sur la surface du support des 
microcuvettes, 

b) definir les zones de la surface du support 
devant comporter un materiau hydrophobe, et 

c) former un materiau hydrophile sur les zones de 
la surface du support et des microcuvettes ne 
comportant pas de materiau hydrophobe. 

11. Procede de fabrication d'un dispositif 
d' analyse chimique ou biologique selon la revendication 
3, comprenant les etapes suivantes : 

a) realiser en creux sur la surface du support des 
microcuvettes, et 
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b) former un materiau hydrophile sur les zones de 
la surface du support devant comporter un materiau 
hydrophile . 

12. Procede de fabrication d'un dispositif 
d' analyse chimique ou biologique selon la revendication" 
4, qui comprend les etapes suivantes : 

a) realiser en creux sur la surface du support des 
microcuvettes , 

b) definir les zones de la surface du support 
devant comporter un materiau hydrophobe, 

c) definir ensuite " sur la surface du support ne 
comportant pas de materiau hydrophobe et sur la surface 
des microcuvettes, des premieres zones correspondant 
aux emplacements du premier materiau hydrophile et des 
secondes zones correspondant aux emplacements du second 
materiau hydrophile, et 

e) former le premier materiau hydrophile sur les 
premieres zones et le second materiau hydrophile sur 
les secondes zones. 

13. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 10 a 12 comprenant une etape 
complementaire de formation d'un materiau hydrophobe 
sur les zones de la surface du support devant comporter 
un materiau hydrophobe. 

14. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 10 a 13, dans lequel les microcuvettes 
sont realisees par gravure. 

15. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 10 a 13, dans lequel le support comprend 
une couche de surface en polymere ou en oxyde mineral 
deposee sur un substrat actif a fonction electronique , 
et les microcuvettes sont realisees par gravure dans la 
couche de polymere ou d' oxyde. 
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16. Procede selon la revendicat ion 13, dans 
lequel le support etant en silicium ou en verre, on 
forme le materiau hydrophobe par reaction du verre ou 
du silicium soumis prealablement a une oxydation, avec 
un agent de silanisation hydrophobe. ~~ 

17. Procede selon la revendicat ion 16, dans 
lequel 1' agent de silanisation hydrophobe est un silane 
de formule : 



Rl 

R2 Si-R4 
R3 ^ 



dans laquelle R 1 , R 2 et R 3 qui peuvent etre identiques 
ou differents, sont choisis parmi les groupes alcoxy en 
Ci a C 3 et les atomes d'halogene, et R4 est un groupe 
hydrocarbone ou fluorocarbone, lineaire ou ramifie. 

18. Procede selon 1'une quelconque des 
revendications 10 a 13, dans lequel le support etant en 
silicium ou en verre, on forme le materiau hydrophile 
par reaction du verre ou du silicium qui a ete soumis 
prealablement a une oxydation, avec un agent de 
silanisation hydrophile. 

19. Procede selon la revendicat ion 18, dans 
lequel 1' agent de silanisation hydrophile est un silane 
de formule : 

Rl 

R2 Si-R5 
R3 / 



dans laquelle R 1 , R 2 et R 3 qui peuvent etre identiques 
ou differents, sont choisis parmi les groupes alcoxy en 
Ci a C 3 et les atomes d'halogene, et R 5 est un groupe 



WO 00/16082 



PCT/FR99/02191 



31 

hydrocarbone, lineaire ou ramifie, comportant au moins 
un groupe hydrophile choisi parmi les groupes epoxy, - 
OH, -SH, -NH 2 , -NH- et -COOH . 

20. Procede selon la revendicat ion 13, dans 
5 lequel on forme le materiau hydrophobe par reaction 

d'une couche metallique en or, argent, cuivre ou un de 
leurs alliages, deposee sur les zones du Support qui 
doivent etre formees du materiau hydrophobe, par 
reaction de cette couche avec un thiol ou un disulfure 
10 comportant un groupe hydrocarbone ou fluorocarbone 
hydrophobe. 

21. Procede selon 1'une quelconque des 
revendications 10 a 13, dans lequel on forme le 
materiau hydrophile par reaction d'une couche 

15 metallique en or, argent, cuivre ou un de leurs 
alliages, deposee sur les zones du support qui doivent 
etre formees du materiau hydrophile, par reaction de 
cette couche avec un thiol ou un disulfure comportant 
au moins un groupe hydrophile choisi parmi les groupes 

20 epoxy, -OH, -SH, -NH-, -NH 2 et -COOH. 
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/ TRAITE D^OOPERATION EN MATIEF^)E BREVETS 

PCT 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL^ 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



REC'D 3 i OCT 2000 



Reference du dossier du deposant ou du 

mandataire 

B13134.3MDT 



voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 



Demande international n" 
PCT/FR99/02191 



Date du depot international (jour/moi$/ann$e) 
15/09/1999 



Date de priori te (Jour/mois/ann4e) 
16/09/1998 



Classification internationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
G01 N27/327 



Deposant 

COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a ('article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications taites aupres de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et Instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

I S Base du rapport 
Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielie 

Absence d'unite de I'invention 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielie; citations et explications a I'appui de cette declaration 

Certains documents cites 

Irregularites dans la demande internationale 

Observations relatives a la demande internationale 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 


■3 


VI 


□ 


VII 




VIII 





Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 

02/03/2000 


Date d'achevement du present rapport 
27.10.2000 


Norn et adresse postale de I'administration charged de 
I'examen preliminaire international: 

^ Office europeen des brevets 
/flj) D-80298 Munich 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autorise 

Oechsner de Coninck la Sy' }) 

N° de telephone +49 89 2399 2379 
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RAPPORT D'EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL " Demande intemationale n° PCT/FR99/021 91 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres {les feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a ('article 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'eiles ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1-26 version initiale 

Revendications, N°: 

1-21 version initiale 

Dessins, feuilles: 

Ml -IF! version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 
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V. Declaration motive selon i'article 35(2) quant a la nouveaut I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute 


Oui : 


Revendications 


1-21 




Non : 


Revendications 




Activite inventive 


Oui : 


Revendications 


1-21 




Non : 


Revendications 




Possibilite d'application industrielle 


Oui : 


Revendications 


1-21 




Non : 


Revendications 





2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VII. Irregularites dans la demande intemationale 

Les irregularites suivantes, concemant la forme ou le contenu de la demande intemationale, ont ete constatees : 
voir feuille separee 

VIII. Observations relatives a la demande intemationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications , de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 
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Concernant le point V 

Declaration motivee selon l article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive 
et la possibility d application industrielle; citations et explications a I'appui de 
cette declaration 

V.1. Nouveaute (Art.33(2) PCT): 

Des dispositifs d'analyse chimique ou biologique comportant un support comprenant 
une pluralite de sites d'analyse aptes a fixer un reactif chimique ou biologique sont bien 
connus des documents D1-D3. De plus D2,D3 decrivent ces sites d'analyse comme 
etant constitues par des microcuvettes qui s'etendent en creux dans le support (voir, 
D2, Figs. 6H, 15,16,22, col.11, lignes 8-11; D3, p.2281, ligne 26, Figs.2-4). 
Cependant, aucun de ces documents ne divulguent les caracteristiques suivantes: 

- la presence d'une zone de la surface du support entourant chaque microcuvette (bord 
de microcuvette) etant constitute d'au moins un materiau hydrophile 

- et les zones planes du support disposees entre les zones entourant les microcuvettes 
etant realisees en un materiau hydrophobe. 

L'objet de la revendication 1 ainsi que I'objet des revendications 10-12 est nouveau. 
V.2. Activite inventive (Art.33(3) PCT): 

Le probleme objectif qui ressort de I'analyse des documents de Part interieur est decrit 
p. 3, 4eme §, p. 4, Seme §, de la presente description. 

Au vu de ce probleme, la personne du metier ne peut pas trouver la solution dans Tart 
anterieur, c-a-d, appliquer les caracteristiques citees ci-dessus qui different de la 
divulgation de D2,D3, puisqu'aucun des documents D1-D3 ne suggere que les bords 
des microcuvettes soient en materiau hydrophile. 

L'objet des revendications 1 ainsi que 10-12 implique ainsi une activite inventive. 

Concernant le point VII 

Irr gularites dans la demande intemationale 

VII. 1. Les caracteristiques figurant dans les revendications 10-12 ne comportent pas de 
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signes cle reference mis entre parentheses (regie 6.2 b) PCT). 

VII.2. Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description devrait indiquer 
Tetat de la technique anterieure pertinent expose dans D2 et ne cite pas ce document. 

VII. 3. Les revendications independantes ne sont pas presentees en deux parties 
comme prevu par la regie 6.3 b) PCT, alors qu'une telle presentation semblerait 
appropriee en I'espece, les caracteristiques connues en combinaison de Petat de la 
technique (document D2 ou D3, voir description ci-dessus) figurant dans le preambule 
(regie 6.3 b) i) PCT) et les caracteristiques restantes figurant dans la partie 
caracterisante (regie 6.3 b) ii) PCT). 

Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande intemationale 

VIII. 1. Bien que les revendications 10-12 aient ete redigees sous forme de 
revendications independantes distinctes, elles ont le meme objet et qu'elles ne different 
I'une de I'autre que par une variation dans la definition de I'objet pour lequel la 
protection est demandee. Par consequent ces revendications ne sont pas concises. De 
plus, prises dans leur ensemble, elles sont denuees de clarte, car du fait de la pluralite 
des revendications independantes, il est difficile, voire impossible de determiner I'objet 
pour lequel une protection est demandee, et la delimitation par un tiers de I'etendue de 
la protection demandee necessite des efforts excessifs. 

Par consequent, les revendications 10-12 ne satisfont pas aux conditions requises a 
Particle 6 PCT. 

Afin d'echapper a cette objection, il semble approprie de deposer un jeu modifie de 
revendications definissant I'objet pertinent par une seule revendication independante 
dans chaque categorie, dans le cas present une revendication de dispositif et une 
revendication de procede, suivie de revendications dependantes couvrant des 
caracteristiques purement optionnelles (regie 6.4 PCT). 

VIII. 2. Les etapes de procede b) et c) decrites par les revendications 10 et 12 et b) 
dans la revendication 11 sont vagues et laissent un doute quant a la definition des 
zones de la surface et des microcuvettes qui sont composees de materiau hydrophile 
et celles qui sont hydrophobe. A ce sujet, I'utilisation de I'expression "definir les zones" 
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est consideree ici comme trop generale. Or, il ressort clairement de la demande dans 
son ensemble que ces zones sont bien definies afin que I'effet technique presente dans 
la description, p.4, lignes 15-24, puisse etre realise. L'objet desdites revendications 
n'est done pas clairement defini et ne contient pas toutes les caracteristiques 
essentielles pour ('invention (article 6 PCT). 

VI II. 3. Le dernier paragraphe titre "References citees" de la presente description 
concernant la liste des references decrites auparavant est superflu et devrait etre 
supprime. 
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REPUQLtguE 



FRAHCA1SE 



! 0 5 J!!!L 1999 



rii* Ooctsur Lancereaux 
, V PARIS 




I INSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PROPRIETE 
INOUSTR1ELLE 



BREVATOME 



25 RUE DE PONTHIEU 
75008 PARIS 

DEMANDE DE : BREVET 

NO : 9811561000 DU 16/09/98 

V/REF. : B13134MDT 

PARIS , LE 02 JUILLET 

NOTIFICATION D 1 UN RAPPORT DE RECHERCHE PRELIMINAIRE 
AVEC REPONSE OBLIGATOIRE 



1999 




J'ai Thonneur de vous adresser, en annexe, le rapport de recherche preliminaire etabfi conformement a 
I'article R. 61 2-57 du code de la propriete intellectuelle, citant les documents qui peuvent etre pris en consi- 
deration pour apprecier la nouveaute et I'activite inventive de I'invention, objet de votre demande. 

Selon I'article R. 61 2-59 du code precite, vous disposez d'un delai de 3 mois a compter de la date de 
reception de ce rapport de recherche preliminaire pour y repondre par ecrit. Avant ('expiration de ce delai, 
celui-ci peut etre renouvele une fois sur votre requete. 

Suivant la categorie des documents cites, vous pouvez etre tenu a une obligation de reponse (par exemple, 
si le rapport de recherche preliminaire mentionne des documents de categorie X ou Y). Dans ce cas, un 
papillon rouge est appose sur cette lettre et le defaut de reponse entrainera le rejet de la demande. Dans 
le cas contraire, ce papillon est jaune. 

Dans tous les cas, il est de votre interet en elaborant votre reponse, de tenir compte de tous les 
documents cites. 

Selon les articles R. 61 2-58 et R.612-60 du code precite, votre reponse peut consister : 

- soit en de nouvelles revendications (en 3 exemplaires). Dans ce cas, vous devez signaler les 
changements apportes aux revendications initiales. Vous pouvez y joindre des observations qui mettent en 
evidence les caracteristiques techniques de ces nouvelles revendications qui echappent a I'opposabilite 
des anteriorites citees. 

- soit seulement en des observations qui ont alors pour objet de discuter I'opposabilite des anteriorites 
citees. 

Veuillez agreer I'expression de ma consideration distinguee. 



Pour te Directeur gdndral de Ptnstitut national 
de la propriety industnelle 



Le Chef du ddpartement des brevets 




Martin PLANCH E 



08 559/200898 
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INSTITUT 26 bis. rue de Saint Petersburg 
NATIONAL DE 75800 PARIS cede* 08 
LA PROPRIETE Telephone : 01 53 04 53 04 
INOUSTRIELLE Telecopie : 01 42 93 59 30 
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Translation of Category of Cited Documents in the attached foreign language Search 
Report: 

X: particularly relevant if taken alone 

Y: particularly relevant if combined with another document of the same category 

A: relevant to at least one claim or as technological background 

O: . non- written disclosure 

P: intermediate document 

T: theory or principle underlying the invention 

E: document entitled to a date prior to the filing date but which was not published 
until the filing date or a later date 

D: document cited in the application 

L: document cited for other reasons 



&: member of the same patent family, corresponding document 
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REPUBLIQUE FRANQAISE 



INSTITUT NATIONAL 
de la 

PROPRIETE INDUSTRIELLE 



RAPPORT DE RECHERCHE 

PRELIMINAIRE 

6tabli sur fa base des demi&res revendications 
d6po$6es avant le commencement de la recherche 



N* d'enregistrement 
national 



FA 563265 
FR 9811561 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 



Citation du document avec indication, en cas de besoin, 
des parties pertinentes 



Revendications 
concemees 
de la demande 
examinee 



D,X 



US 5 474 796 A (BRENNAN THOMAS M) 
12 decembre 1995 

* le document en entier * 

US 5 653 939 A (KOSICKI BERNARD . B 
5 aoQt 1997 

* le document en entier * 



ET AL) 



WO 96 28538 A (MESO SCALE TECHNOLOGIES 
LLC) 19 septembre 1996 

* exemples * 

JACKMAN R J ET AL: "FABRICATING LARGE 

ARRAYS OF MICROWELLS WITH ARBITRARY 

DIMENSIONS AND FILLING THEM USING 

DISCONTINUOUS DEWETTING" 

ANALYTICAL CHEMISTRY, 

vol. 70, no. 11, 1 juin 1998, pages 

2280-2287, XP000766188 

* le document en entier * 



1,10-12 



1,10-12 



1,10-12 



1,10-12 



DOMAINES TECHNIQUES 
RECHERCHES (lnt.CL.6) 



G01N 

C12Q 



Date d* achevement de la recherche 

23 juin 1999 



Examinateur 

Moreno, C 



CATEGORIE DES DOCUMENTS CITES 

X : particulierement pertinent a lui seul 

Y : particulidrement pertinent en combinaison avecun 

autre document de la meme categorie 
A : pertinent a I'encontre d'au moins una revendication 

ou arriere-plan technologique general 
O : divulgation non-ecrite 
P : document intercalaire 



theorie ou principe a la base de ( invention 
; document de brevet beneficiant d'une date anterieure 

a la date de depot et qui n'a ete publiequ'a cette date 

de depot ou qu'a une date posterieure. 
: cite dans la demande 

cite pour d'au t re 3 raisons 



& : membre de la memo familte. document correspondent 



ANNEXE AU RAPPORT DE RECHERCHE PRELIMINAIRE 
RELATIF A LA DEMANDE DE BREVET FRANQAIS NO. 



FA 563265 
FR 9811561 



La presente annexe indique les membres de la famille de brevets relatifs aux documents brevets cites dans 1e rapport de 
recherche preliminatre vise ci-dessus. 

Lesdits membres sont contenus au fichier informatique de TOfficeeuropeen des brevets a la date du 

Les renseignements fournis sont donnes a litre indicatif et n'engagent pas ta responsabilite de I'Office europeen des brevets. 

ni de ('Administration francaise 23"~06~1999 



Document brevet cite 






Membre(s) de la 




Date de 


au rapport de recherche 


publication 




famille de brevet(s) 


publication 


US 5474796 A 


12-12-1995 


AT 


156034 

X. «J \J \J J t 


T 

1 


15-08-1997 






CA 


2163781 


A 


08-12-1994 






DE 


69404657 


D 


04-09-1997 






DE 


69404657 


T 


18-12-1997 






EP 


0703825 


A 


03-04-1996 






JP 


9500568 


T 

I 


21-01-1997 






WO 


9427719 


A 


08-12-1994 


US 5653939 A 


05-08-1997 


US 


5846708 


A 


08-12-1998 






EP 


0638173 


A 


15-02-1995 






JP 


7508831 


j 


28-09-1995 






WO 


9322678 


A 


11-11-1993 






AT 


176324 


T 


15-02-1999 






DE 


69228291 


D 


11-03-1999 






DE 


69228291 


T 


02-06-1999 






EP 


0543550 


A 


26-05-1993 






JP 


5322817 


A 


07-12-1993 






US 


5532128 


A 


02-07-1996 






US 


5670322 


A 


23-09-1997 






US 


5891630 


A 


06-04-1998 


WO 9628538 A 


19-09-1996 


AU 


5420596 


A 


02-10-1996 






BR 


9607193 


A 


11-11-1997 






CA 


2213854 


A 


19-09-1996 






CN 


1186513 


A 


01-07-1998 






CZ 


9702844 


A 


14-10-1998 






EP 


0821726 


A 


04-02-1998 






HU 


9801679 


A 


28-10-1998 






JP 


11502617 


T 


02-03-1999 
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PATENT COOPERATION TREATY ^'EB/f 

PCT May *o 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPOlRC 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



*Q01 



Applicant's or agent's file reference 
B13134.3MDT 


See Notification of Transmittal of International 
FOR FURTHER ACTION Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 


International application No. 

PCT/FR99/02191 


International filing date (day/month/year) 

15 September 1999 (15.09.99) 


Priority date (day/month/year) 

16 September 1998 (16.09.98) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
G01N 27/327 


Applicant 

COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



□ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 



I 


I2SI 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 





Date of submission of the demand 

02 March 2000 (02.03.00) 


Date of completion of this report 

27 October 2000 (27.10.2000) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FR99/02191 



1. Basis of the report 



1. This report has been drawn on the basis of '{Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

[ [ the international application as originally filed. 

the description, pages 1-26 , as originally filed, 

pages , Filed with the demand, 

pages , filed with the letter of — 

pages , filed with the letter of 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-21 



, as originally filed, 

, as amended under Article 1 9, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/7-7/7 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

1 | the description, pages 

I I the claims, Nos. 



I 1 the drawings, sheets/fig 



3 I | This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
' — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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International application No. 
PCT/FR 99/02191 


V. 


Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1. 


Statement 






Novelty (N) Claims 1-21 YES 




Claims 


NO 




Inventive step (IS) Claims 1 21 YES 




Claims 


NO 




Industrial applicability (IA) Claims 1 21 YES 




Claims 


NO 


2. 


Citations and explanations 

1. Novelty (PCT Article 33(2)) 






Chemical or biological analysis devices comprising a 




carrier with a plurality of analysis sites capable 




of binding a chemical or biological reagent are well 




known from documents Dl to D3. Furthermore, D2 and 




D3 state that the analysis sites consist of 




microwells in the carrier (see D2, 


figures 6H, 15, 




16, 22, column 11, lines 8-11; D3, 


page 2281, line 




26, figures 2-4 ) . 






However, none of these documents discloses the 




following features : 






- a portion of the carrier surface 


around each 




microwell (microwell edge) is made 


of at least one 




hydrophilic material, and 






- the planar portions of the carrier located between 




the portions surrounding the microwells are made of 




a hydrophobic material. 






The subject matter of claim 1 and 


claims 10-12 is 




novel . 






2. Inventive step (PCT Article 33(3)) 





Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



THIS PAGE WW**" 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/FR 99/02191 



The objective problem arising from the analysis of 
the prior art documents is described on page 3, 
fourth paragraph and page 4, fifth paragraph of the 
present description . 

A person skilled in the art could not have found the 
solution to this problem in the prior art, said 
solution being the use of the above-mentioned 
features that differ from the disclosure of D2 and 
D3, since none of documents Dl to D3 suggests that 
the edges of the microwells be made of a hydrophilic 
material . 

Therefore, the subject matter of claim 1 as well as 
10-12 involves an inventive step. 
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VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

1. The features in claims 10-12 are not followed by 
reference signs placed between parentheses (PCT 
Rule 6.2 (b) ) . 

2. Contrary to the requirement of PCT Rule 5.1(a) (ii), 
the description does not indicate the relevant 
prior art disclosed in document D2, and does not 
cite this document. 

3. The independent claims have not been drafted in two 
parts, as required by PCT Rule 6.3(b), yet such a 
drafting would appear to be appropriate in this 
particular case, with a preamble containing the 
combination of features known from the prior art 
(document D2 or D3, see the discussion above) (PCT 
Rule 6.3(b) (i)), and a characterising part 
containing the remaining features (PCT Rule 

6.3 (b) (ii) ) . 



Form PCT/IPEA/409 (Box VII) (January 1994) 



THIS PAGE BLANK (ust™ 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/FR 99/02191 



VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
upported by the description, are made: 

1. Although claims 10-12 have been drafted as separate 
independent claims, it appears that they have the 
same subject matter and that they differ only by 
virtue of a variation in the definition of the 
subject matter for which protection is sought. 
Therefore, these claims are not concise. Moreover, 
taken as a whole, they are unclear, because the 
plurality of independent claims makes it difficult 
if not impossible to determine the subject matter 
for which protection is sought, and undue effort is 
required for a third party to determine the desired 
scope of protection. 

Therefore, claims 10-12 fail to comply with the 
requirements of PCT Article 6. 

To overcome this objection, it appears that an 
amended set of claims should be filed in which the 
relevant subject matter is defined in a single 
independent claim per category, in this case a 
device claim and a method claim, followed by 
dependent claims covering the entirely optional 
features { PCT Rule 6.4). 

2. Method steps (b) and (c) described in claims 10 and 
12 and (b) in claim 11 are vague and cast doubt on 
the definition of the portions of the surface and 
the microwells that are made of a hydrophilic 
material and those that are made of a hydrophobic 
material. In this connection, the use of the phrase 
"defining the portions' 7 is considered to be too 
general in this case. However, it is clear from the 
application as a whole that said portions are indeed 
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VIII. Certain observations on the international application 

defined in such a way that the technical effect 
referred to on page 4, lines 15-24 of the 
description can be achieved. Therefore, the subject 
matter of said claims has not been clearly defined 
and does not include all of the essential features 
of the invention ( PCT Article 6) . 

3. The last paragraph of the present description headed 
"References cited" and relating to the list of 
references previously described is superfluous and 
should be deleted. 
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